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7.研究成果
研究目的
哨乳動物のベルオキシソームには、フラビン酵素であるDーアミノ酸
オキシダーゼ・ Dーアスパラギン酸オキシダーゼ・ L-αーヒドロキシ酸
オキシゲーゼが存在しているが、これらの生理的基質は不明であり、生
理的役割は解明されていない。最近、 Hami 1 tonらは、これらフラビン酵
素がSH化合物とグリオキシル酸との脱水縮合物を基質とし、オキサリ
ル誘導体を生成しうることを見いだし、これら酵素がよく似た生理機能
を担っている可能性を示唆した。 D-アミノ酸オキシダーゼの場合、シ
ステアミンとの縮合物であるチアゾリジン-2 -カルボン酸が生理的基質
であると考えられ、その生成物の加水分解物(オキサリルチオールヱス
テル、 R-S-CO・COOH)は抗インスリン作用を示す代謝エフェクターであ
る。一方、システアミン自身、神経伝達物質やホルモンの減少作用・抗
インスリン作用・ガン細胞拒絶作用など多岐にわたる作用を示す。
そこで、本研究では、①組織化学的および酵素化学的に、これらフラ
ビン酵素の含有細胞を同定し、かっ、その局在〈組織内分布〉を調べる。
②システアミンなどSH化合物やその関連代謝物質を分析定量し、組職
内分布を調べる。③各種SH化合物およびその関連物質の代謝調節作用
や薬理作用について研究する。以上のことから、システアミンなどSH
化合物との関連において、ベルオキシソームに局在するフラビン酵素の
生理的役割を生化学・組織解剖学・薬理学の而から多角的に解明する。
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研究成果
( 1 )ラット全脳における Dーアミノ酸オキシダーゼ活性の分布
オキシダーゼ活性の酵豪組織化学的検出法
我々はすでにDーアミノ酸オキシダーゼ活性の酵素組織化学的検出法
としてニッケルイオンを用いる鋭敏な共役過酸化法を開発している〈参
考資料 1・2)。
すなわち、 Dーアミノ酸オキシダーゼ反応により生成した過酸化水素
は、ベルオキシダーゼによって 3，3'-ジアミノベンチジンを局所ですみ
やかに酸化し、活性染色する〈共役過酸化法)。この際、金属イオンを
添加しておくと、感度(染色強度〉は増大され、かつ、その色調も変化
する〈金属イオンの無添加では褐色)。金属イオンとして硫酸ニッケル
アンモニウムを用いると、その組織化学的反応生成物は黒くかっ電子密
度は大であり、さらに非常に安定である。この方法は他の組織化学的方
法〈テトラゾリウム法・セリウム法・免疫組織化学的方法など〉と比較
して、操作が簡便であり、経済的で、時間的にも有利である。感度は鋭
敏で、組織切片の形態学的保存もよい。さらに、光学顕微鏡のみならず
電子顕微鏡にも適用できるという特色をもっている。
本法によーって、ラット全脳でのDーアミノ酸オキシダーゼの神経解剖
学的分布を、連続固定切片を用いて光学顕微鏡下に組織化学的に調べた。
また、電子顕微鏡による観察も行い、オキシダーゼ活性の超微細構造的
局在についても検討した。基質として用いたDーアミノ酸はDープロリ
ンやD-アラニンである。
全脳での巨視的分布
D-アミノ酸オキシダーゼ活性は、中脳・橋・延髄の下位脳幹、脊髄
および小脳のみに限局していた。一方、終脳には全く分布せず、間脳に
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もほとんど活性は認められなかった。この組織化学的分布は生化学的ア
ッセイによる分布と一致していたく参考資料 1・3・4)。
光学顕微鏡レベルにおける分布〈参考資料4)
中脳の網様体の前端は問脳に一部はいり込んでいるが、この網様体が
出現しはじめる、まさにそのレベル(間脳の最後端あるいは問脳と中脳
の移行領域〉から下方〈尾方〉にむけて活性染色された。
中脳では視蓋(tectum、旧名は中脳蓋や四E板〉には活性はほとんど
認められず、被蓋 (tegmentum)のみが活性染色された。特に赤核を囲
む網様体が濃密に染色された。神経細胞の細胞体を取り囲む星状グリア
細胞 (astrocyte)の突起に強い活性を認めたが、ニューロンは活性染
色されなかった。第E脳神経である勤眼神経の線維中の星状グリア細胞
の突起にも活性を認めた。
中脳の最後端・下丘の部位で、橋との移行部〈橋の上端〉のレベルに
おいても網様体に活性を認めた。活性染色には濃淡があった。橋核にも
活性を認めたが、小脳脚や縫線核には活性はあまりなかった。
橋の部位でも前述のように活性染色に強弱があり、内側が強く染まり、
特に橋網様核や外側毛帯腹側核に強い活性がみられた。しかし背外側は
弱い活性しか示さなかった。橋縦束には活性はあまりなかった。
橋の後端部・延髄の前端部のレベルでも、やはり活性の分布には強弱
があり、鍋牛神経の腹側核と背側核には特に強い活性があった。しかし、
第四脳神経である顔面神経核では活性は弱く、孤束核には活性は認めら
れなかった。このほか、三文神経脊髄路核・小細胞網様核・巨大細胞網
様核も染色された。
延髄や頚髄 (C1 )のレベルのように脳の下方にくると、全面にわた
って強く活性染色された。延髄では、薄束核や棋状束核という後索核、
また三文神経脊髄路核、内側および外側網様核、下オリープ核も強く活
性染色された。しかし、最後野や孤束核、また第X脳神経である迷走神
経背側核には活性はなかった。頚髄でも全体的に染色されたが、灰白質
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の方が強く染色された。しかし後角腹様質には活性は認められなかった。
延髄と同様に、後索核・三文神経脊髄路核も強く染色された。
小脳では全ての層にわたって活性染色されたが、皮質の方が髄質(白
質〉よりも強い活性を示した。分子層では星状グリア細胞の特殊型であ
るベルクマングリア細胞 (Bergmanngl ial cell = Golgi epi thel ial 
cell)の突起に強い活性を認めた。プルキンエ細胞は全く活性を示さな
かった。頼粒層や白質でも星状グリア細胞のみに活性を認めた。
含有細胞の同定および電子顕微鏡的局在
光学顕微鏡および電子顕微鏡による観察から、 D-アミノ酸オキシダ
ーゼ活性を示す細胞はすべて小脳でのベルクマングリア細胞を含めて星
状グリア細胞のみであった。他のタイプのグリア細胞〈たとえば稀突起
グリア細胞など〉・ニューロン・血管内皮細胞・上衣細胞には全く活性
を認めなかった〈参考資料 1・3・4)。
電子顕微鏡による観察から、特に各種シナフスを取り囲むグリア細胞
の突起に強い活性が存在していた。たとえば小脳では、プルキンエ細胞
の樹状突起への平行線維の終末や軸索の反回側副枝の終末および能細胞
の軸索やその終末を取り囲むベルクマングリア細胞の突起に強い活性を
認めた。また、ゴルジ細胞の樹状突起への各種ニューロンの終末や小脳
糸球を取り囲む星状グリア細胞の突起にも本酵素は分布し、特に小脳糸
球中のゴルジ細胞の終末の外側にしばしば強い活性を認めた。中脳の赤
核の大細胞部においても、神経細胞である赤核大細胞へのシナプスを取
り囲む星状グリア細胞の突起が強く活性染色された。この乙とから、本
酵素はこれらシナプスを機能の点において隔離区画化する役割を担って
いるという可能性が考えられる。
考察
①星状グリア細胞の脳内での部位的分化
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星状グリア細胞は脳内の到るところに存在し、もちろん前脳〈終脳・
間脳〉にも存在し、形態学的には同じ特徴を示すが、下位脳幹〈中脳・
橋・延髄〉・小脳・脊髄に局在している星状グリア細胞〈ベルクマング
リア細胞を含む〉のみがDーアミノ酸オキシダーゼ活性を示し、これら
の部位に存在する星状グリア細胞は他の部位のものとは異なっていた。
すなわち、ベルオキシソーム内の酵素分布は脳の部位によって不均一で
あり、星状グリア細胞は脳内で部位的に分化していることが明らかにな
った。従来、星状グリア細胞の分化はあまり考えられていず、このよう
に部位的に全か無かという例は報告されていない。
②下位脳幹での活性分布の特徴
下位脳幹において活性染色の強度は一様でなく強弱があり、特に被蓋
(tegmentum)を主体とする脳幹網様体 (reticularformation)に強く
分布していた。網様体は末梢からの入力をうけて、それを中継し、統合
(integrate )して、上位の中枢に伝達する機能を担っている。さらに、
呼吸中枢・心臓抑制中枢・血管運動中枢など生命を支える重要な中枢の
存在する場所でもある。この網様体を支えている星状グリア細胞の機能
は他の部位のものとは異なっているのかもしれない。
③活性分布の個体発生的・系統発生的特徴
中枢神経系は外庇葉から発生し、神経管→脳胞→脳と発達・分化して
できあがる。 Dーアミノ酸オキシダーゼ活性の全くない終脳や間脳は神
経管の翼板 (alarplate)から発生し、基板 (basalplate )を欠くも
のである。したがって、中脳より上位にいたる本酵素の分布は、個体発
生的に神経管の基板から発生する部位に限られている。一方、生化学的
アッセイより、本酵素は下等脊椎動物では脳の全体にわたって一様に分
布しているが、鳥類や目前乳類では前述のように下位脳幹および小脳に限
局している。したがって、本酵素の分布の意義は、系統発生的かつ個体
発生的に、グリア細胞の脳内での機能的分化を念頭におきつつ考えなけ
ればならないと思う。
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(2)チアゾリジン-2 -カルボン酸オキシダーゼ活性の組織化学的検出
および酸素電極法による生化学的測定
上記(1 )のニッケルイオンを用いる共役過酸化法において、 D アー
ミノ酸のかわりにチアゾリジンー2-カルボン酸を基質として用いて、チ
アゾリジン-2-カルボン酸オキシダーゼ活性の組織化学的検出を試みた。
すなわち、ラットの腎臓・肝臓・脳の切片を用いて種々の条件下で本法
を検討し、このオキシダーゼ活性の検出法を確立した。
官臓では皮質のみに活性を認め、髄質には活性はなかった。本活性の
含有細胞は近位尿細管細胞であった。肝臓では肝小葉の周辺部の方が中
心静脈周辺部よりも強く活性染色された。活性を示す細胞は肝細胞であ
った。脳においても、たとえば小脳では皮質の方が髄質よりも強い活性
を示し、チアゾリジン-2・カルボン酸オキシダーゼ活性はベルクマング
リア細胞と星状グリア細胞のみに見いだされた。このように、これら各
臓器におけるチアゾリジン・2・カルボン酸オキシダーゼ活性の分布はD
ーアミノ酸オキシダーゼの分布と一致していた。さらに、 Dーアミノ酸
オキシダーゼの措抗阻害剤である安息香酸によって組織化学的なチアゾ
リジン・2-カルボン酸オキシダーゼ活性は阻害された。
一方、ラット腎臓のホモジネートを用いて、チアゾリジンー2-カルボ
ン酸を基質として酸素電極法で酵素活性老測定し、安息香酸の阻害を検
討した。その結果、安息香酸はチアゾリジンー2-カルボン酸の酸化を措
抗的に阻害し、その阻害定数 (Ki) はDーアラニンやDープロリンに対
する Kiの値と一致した。
以上の結果は、チアゾリジンー2-カルボン酸オキシダーゼはDーアミ
ノ酸オキシダーゼと同一であることを強く示唆している。
(3) Dーアスパラギン酸オキシダーゼ活性の組織化学的検出
Dーアミノ酸オキシダーゼ活性の組織化学的検出法〈ニッケルイオン
1 
を用いる共役過酸化法)をDーアスパラギン酸オキシダーゼ活性の組織
化学的検出のために適用した。すなわち、 DーアラニンやDープロリン
のかわりにDーアスパラギン酸の存在下に、ラットの種々の組織の切片
を用いて各種の条件下で検出法を検討した。その結果、 D-アミノ酸オ
キシダーゼ活性が認められなかった終脳や間脳にDーアスパラギン酸オ
キシダーゼ活性が見いだされ、これら二つのオキシダーゼが脳内で相補
的に分布している可能性が示唆され、非常に興味深い。
(4)グリオキシル酸を生成する短鎖L-αーヒドロキシ酸オキシダーゼ
(=グリコール酸オキシダーゼ〉
L-αーヒドロキシ酸オキシダーゼには次の二種類の酵素がある。一つ
は短鎖L-α-ヒドロキシ酸オキシダーゼで、グリコール酸オキシダーゼ
(EC 1. 1. 3. 1 )ともよばれ、グリコール酸を酸化してグリオキシル酸を
生成する。もう一つは長鎖L-α-ヒドロキシ酸オキシダーゼ(EC 1.4. 
3.2 )であり、グリコール酸は基質とならない。両者ともにFMNを補
酵素とするフラビン酵素である。
今回、グリオキシル酸を直接生成するグリコール酸オキシダーゼに着
目し、本酵素をラット肝臓より精製し、化学修飾法による酵素化学的研
究を行った。すなわち、本酵素をアルギニン特異的試薬〈フヱニルグリ
オキサールや2，3・ブタンジオン〉で化学修飾すると不活性化がおこり
データ解析から酵素の基質結合部位にアルギニン残基が存在することを
明らかにした〈参考資料5)。
(5)ジアミンオキシダーゼ(ヒスタミナーゼ〉の阻害機構
生体アミンのうちシステアミン以外にヒスタミンにも着目し、その分
解酵素〈アミンの酸化的脱アミノ反応を触媒する〉であるジアミンオキ
12・
シダーゼ(=ヒスタミナーゼ〉のアミノグアニジシによる阻害の機構を
検討した。すなわち、アミノグアニジン(1 )による本酵素 (E)の阻
害の反応動力学の解析から、 E+ I~EI~E'I という反応ス
キーム (2種の酵素ー阻害剤複合体を含むモデル〉が最適であった。求
められた速度定数から見かけの匝害定数は 0.7州と計算され、アミノ
グアニジンによる阻害は通常の条件下では実質的に不可逆的である〈参
考資料6)。
(6)各種SH基含有化合物の生理的・薬理的作用
システアミンやグルタチオンなど各種SH基含有化合物自身の生理的
・薬理的作用を調べるために、我々は血管平滑筋細胞をとりあげ、その
収縮・拡張系に対する作用について研究した。さらに、アラキドン酸カ
スケードに対するシステアミンやその酸化型であるシスタミンの作用に
ついても検討した。
非生体SH基含有化合物〈ジチオスレイトールなど〉の血管平滑筋に対
する作用
イヌの摘出血管〈脳底動脈や冠動脈など〉の収縮拡張系〈特に平滑筋
細胞〉に対して、ジチオスレイトール (DT T)は三相性の作用を示し
た。すなわち、投与後直ちに生じる一過性の弱い収縮 (A相〉、ひき続
いて生じるゆっくりとした拡張 (8相〉、投与後一時間程度の潜伏期を
経て生じるゆっくりとした強い収縮 (C相〉が観察された。 A相・ C相
の収縮には細胞外の Ca 2+ が必須であり、両相ともに Ca 2+ チャン
ネル阻害剤やプロテインキナーゼ阻害剤によって抑制された。カルモジ
ユリン阻害剤はC相のみを抑制した。しかし、多くの受容体阻害剤は無
効であった。
ジチオエリスリトールはDTTと同様の三相性の血管作用を示した。
13・
酸化型DTTは全く血管作用を示さなかった。 βーメルカプトエタノー
ルは低濃度でDTTのA相・ B相に相当する血管反応を示した。このよ
うに、これら非生体SH基含有化合物自身が血管平滑筋細胞内のCa2+ 
の動態に関与しうることが明らかになった〈参考資料7・8・9・10)。
生体SH基含有化合物〈システアミンなど〉の血管平滑筋に対する作用
システアミンは数十分~数時間にわたりニ相性の収縮作用を示した。
これらの収縮はカルモジュリン阻害剤によって抑制された。 SH基をも
っアミノ酸であるLーシステインも二相性の収縮作用を示したが、その
時間経過はシステアミンのそれとは異なっていた。一方、グルタチオン
は弱い拡張作用のみを示した(参考資料 10)。
以上のように、各種生体および非生体SH基含有化合物による血管作
用にはSH基が重要な役割をはたしていると考えられる。血管平滑筋細
胞に対するこれら SH基含有化合物の作用は、細胞内での代謝調節や細
胞機能くたとえば Ca 2+の動態の変化を介する細胞応答〉の調節に対
する SH/SS交換反応の役割を探るための実験系として有用である
く参考資料 9)。
システアミンやその酸化型であるシスタミンの代謝調節作用
システアミンやその酸化型であるシスタミンの生理作用を検討するた
めに、今回、アラキドン酸カスケードをとりあげた。すなわちラット牌
臓の膜結合型ホスホリバーゼA2 の活性はこれら化合物の存在下で増大
されるという興味深い結果が得られている。
(7)システアミンや類縁化合物の分析定量
14・
システアミン、チアゾリジン-2・カルボン酸、これらの類縁化合物、
および、これらの代謝物質の分析定量のための高性能液体クロマトグラ
フィー法 (HPLC)を目下検討中である。システアミンやシスタミン
などは電気化学的検出による逆相HPLC法で非常に感度よく分析定量
されることを確認した。また、チアゾリジン-2-カルボン酸はアミノ酸
分析計でプロリンの近傍に溶出されることも確かめた。各種SH基含有
化合物に関してはHPLC法で蛍光や電気化学的な検出による同時分析
法の確立をめざしている。
(8)自己会合系としてのブラビンとタンパク質との相互作用
ベルオキシソーム中のDーアミノ酸オキシダーゼ.Dーアスパラギン
酸オキシダーゼ・ L-α-ヒドロキシ酸オキシダーゼは、それぞれFAD
.FAD.FMNを補酵素とするフラビン酵素であり、したがって、そ
の活性発現にはフラビン(ビタミンB2)の存在が必須である。このフラ
ビンは自己会合系として存在していて、血管から組織への輸送過程や細
胞内でのアボ酵素への結合過程において、このリガンドの会合現象は重
要である。そこで、フラビンの輸送過程やタンパク質への結合過程の研
究の基礎として、我々はすでに自己会合するリガンドのタンパク質への
結合系の理論的解析を行い、結合過程において見かけの協同性があらわ
れることを明らかにした。すなわち、リガンドの自己会合は生体におけ
る制御機構の一つである(参考資料 11 )。
今回、我々はこのような系の実験的研究〈フラビンーアルブミン相互
作用系の解析〉を行い、結合曲線への各種モデルの非線形最小二乗法に
よるあてはめCdatafitting)から、フラビンの自己会合機構は単量体が
単位となってランダムに会合するモデル (isodesmicindefinite self-
association of the monomer)が最適であることを明らかにした〈生化
学 60，652， 1988)。
15・
(9)ベルオキシソームに局在するフラビン酵素の生理的役割の考察
と今後の研究展開
G. A. Hami I tonらは、 SH化合物とグリオキシル酸との縮合物がベル
オキシソーム中のフラビン酵素、 D-アミノ酸オキシダーゼ・ Dーアス
パラギン酸オキシダーゼ・ L-α-ヒドロキシ酪オキシダーゼの基質とな
ることを見いだした。たとえば、 Dーアミノ酸オキシダーゼの場合、シ
ステアミンとグリオキシル酸との脱水縮合物〈チアゾリジン-2-カルボ
ン酸〉が基質となり、またDーアスパラギン酸オキシダーゼの場合は、
LーシステインやLーシステイニルグリシンン〈グルタチオンの分解物〉
とグリオキシル酸との脱水縮合物が基質となる。これら縮合物のオキシ
ダーゼによる生成物は加水分解されてオキサリルチオールエステル (R-
s-CO・COOH)となりうる。
一方、基質となりうる SH基含有化合物〈グルタチオンやシステアミ
ンなど〉は、チオール (SH) /ジスルブィド (SS)交換反応によっ
て多くの酵素や受容体を活性化させたり不活性化させたりする。近年、
代謝調節や細胞内情報伝達におけるこのようなSH/SS交換反応の生
理的役割が注目され、これら化合物の第三メッセンジャー説が提唱され
るに至っている。また、生成物であるオキサリルチオールエステルも代
謝エフヱクターで、抗インスリン作用を示す。さらに、システアミン自
身の、神経伝達物質やホルモンの減少作用・脊髄でのグリシンの取り込
みの抑制作用・抗インスリン作用など多岐にわたる作用も知られている。
さて、 Dーアミノ酸オキシダーゼ活性とチアゾリジン-2-カルボン酪
オキシダーゼ活性の分布は一致していた。さらに、これら両活性は同一
酵素によることが示された。 D-アミノ酸オキシダーゼは中枢神経系に
おいては下位脳幹・小脳・脊髄の星状グリア細胞(ベルクマングリア細
胞を含む〉に限局していた。電子顕微鏡による観察から、特にシナプス
を取り囲むグリア細胞の突起に強い活性が見いだされた。さらに、 Dー
アミノ酸オキシダーゼ活性が認められない終脳や間脳にDーアスパラギ
ン酸オキシダーゼ活性が存在し、これら二つのオキシダーゼが脳内で相
16・
補的に分布していて、よく似た機能を部位的に分担している可能性が考
えられる。一方、血管平滑筋細胞や膜結合型ホスホリバーゼA2 を用い
たシステアミンなど各種SH基含有化合物の薬理的・生理的作用の研究
から、これら化合物の直接的作用も明らかにした。したがって、ベルオ
キシソーム中のフラビン酵素は代謝エブヱクターであるグルタチオンや
システアミンなど各種SH基含有化合物やオキサリルチオールエステル
の代謝・生成に関与し、代謝調節や細胞応答に寄与しているという可能
性が考えられる。特にシナプスの周囲のグリア細胞の突起にDーアミノ
酸オキシダーゼの活性が強いことは示唆的である。
今後、ベルオキシソ}ム中に存在するフラビン依存性オキシダーゼの
生理的役割を、 SH基含有化合物やオキサリルチオールエステルの生理
作用と関連づけて総合的に研究することによって、上の仮説およびグル
タチオンやシステアミンの第三メッセンジャー説を検証することは重要
であると考える。最後に、文部省科学研究費補助金の交付に対し深く感
謝致します。
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